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El bagazo de almendra es un subproducto generado en la elaboración de 
la bebida vegetal de almendra y que actualmente se destina, principalmente, 
a la alimentación animal. No obstante, este subproducto conserva una 
cantidad considerable de nutrientes que lo convierten en una materia prima 
de interés para la revalorización.  
En este proyecto se ha estudiado la viabilidad de utilizar el bagazo como 
medio de cultivo para el crecimiento del probiótico, Lactobacillius salivarius 
spp salivarius (CECT4063). Se ha evaluado el efecto de la matriz de 
incubación y de las altas presiones de homogeneización (HPH), como método 
de encapsulación, sobre el crecimiento del probiótico, su hidrofobicidad y su 
resistencia a condiciones adversas de procesado, como el secado por aire 
caliente (SAC) y al proceso de digestión in vitro.  
Los resultados obtenidos muestran que el bagazo de almendra conserva 
macronutrientes de interés, siendo apto para utilizarse como medio de cultivo 
para el crecimiento de probióticos. En cuanto a la viabilidad del probiótico y la 
supervivencia a la digestión in vitro, el probiótico es capaz de crecer en el 
bagazo en todas las condiciones de estudio planteadas y además es capaz 
de sobrevivir a las condiciones gastrointestinales a las que fue sometido. De 
entre los tres ensayos testados, el ensayo en el que el probiótico fue 
encapsulado fue el que dio mejores resultados en ambos casos. Puede 
concluirse que la encapsulación por HPH favorece la resistencia del 
microorganismo a condiciones adversas como el SAC y la digestión 
gastrointestinal.  
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El bagàs d'ametla és un subproducte generat en l'elaboració de la beguda 
vegetal d'ametla i que actualment es destina, principalment, a l'alimentació 
animal. No obstant això, aquest subproducte conserva una quantitat 
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considerable de nutrients que el converteixen en una matèria primera d'interés 
per a la revaloració.  
En aquest projecte s'ha estudiat la viabilitat d'utilitzar el bagàs com a mitjà 
de cultiu per al creixement del probiòtic, Lactobacillius salivarius spp salivarius 
(CECT4063).  S'ha avaluat l'efecte de la matriu d'incubació i de les altes 
pressions d'homogeneïtzació (HPH), com a mètode d'encapsulació, sobre el 
creixement del probiòtic, seua hidrofobicitat i la seua resistència a condicions 
adverses de processament, com l'assecat per aire calent (SAC) i al procés de 
digestió in vitro.  
Els resultats obtinguts mostren que el bagàs d'ametla conserva 
macronutrients d'interés, sent apte per a utilitzar-se com a medi de cultiu per 
al creixement de probiòtics. Quant a la viabilitat del probiòtic i la supervivència 
a la digestió in vitro, el probiòtic és capaç de créixer en el bagàs en totes les 
condicions d'estudi plantejades i a més és capaç de sobreviure a les 
condicions gastrointestinals a les quals va ser sotmés. D'entre els tres assajos 
testats, l'assaig en el qual el probiòtic va ser encapsulat va ser el que va donar 
millors resultats en tots dos casos. Pot concloure's que l'encapsulació per HPH 
afavoreix la resistència del microorganisme a condicions adverses com el SAC 
i la digestió gastrointestinal.  
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The almond bagasse is a by-product generated in the production of the 
vegetable almond drink and which is currently used mainly for animal feed. 
However, this by-product retains a considerable amount of nutrients that make 
it a raw material of interest for revaluation. 
In this project, the feasibility of using bagasse as a culture medium for the 
growth of probiotic Lactobacillius salivarius spp salivarius strain (CECT4063), 
has been studied. The effect of the incubation matrix and the high 
homogenization pressures (HPH), as an encapsulation method, on the growth 
of the probiotic, its hydrophobicity and its resistance to adverse processing 
conditions, such as hot air drying (SAC) and the in vitro digestion process.  
The results obtained show that the almond bagasse preserves 
macronutrients of interest, being suitable for use as a culture medium for the 
growth of probiotics. Regarding the viability of the probiotic and survival to in 
vitro digestion, the probiotic is able of growing in the bagasse in all the study 
conditions proposed and is also able of surviving the gastrointestinal 
conditions to which it was subjected. Among the three trials tested, the trial in 
which the probiotic was encapsulated was the one that gave the best results 
in both cases. It can be concluded that encapsulation by HPH favors the 
resistance of the microorganism to adverse conditions such as SAC and 
gastrointestinal digestion. 
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La industria alimentaria es un sector en auge dentro del territorio español. 
Año tras año, ha conseguido aumentar su producción consolidándose como 
la principal actividad manufacturera del sector industrial. Según los últimos 
datos recogidos de Estadística Estructural de Empresas del INE, con 
125841,8 M€ de cifra de negocios, representa el 22,8% del sector industrial 
(MAPAMA, 2019) convirtiéndolo así, en un sector estratégico de la economía.  
Asociado al aumento de la producción y derivado de dicho proceso 
productivo, se generan una gran cantidad de residuos; sustancias orgánicas 
que, debido a las características del proceso o por los criterios de calidad de 
la industria transformadora, son desestimadas y no incluidas en la 
composición de los productos finales, suponiendo una pérdida considerable 
para el sector. 
La Comisión Europea estima que cada año se desaprovecha un tercio de 
la producción mundial, de los que 89 millones de toneladas corresponden a la 
Unión Europea (FAO, 2012). En España, anualmente se desechan alrededor 
de 7,7 millones de toneladas de alimentos. Atendiendo a una distribución 
sectorial, en los hogares el desperdicio alcanza el 42% del total. En la fase de 
fabricación, estrechamente relacionada con el proceso productivo, se alcanza 
un 39%, seguido de la restauración y la distribución con un 14 y 5%, 
respectivamente (MAPAMA, 2017b).  
En los próximos años, las acciones de política exterior de la Unión Europea 
(UE) buscarán la consecución de los objetivos para el Desarrollo Sostenible 
(ODS) planteados por la Organización de Naciones Unidas (ONU) en la 
Agenda 2030. En ella, hay dos objetivos estrechamente relacionados con la 
actividad productiva desarrollada por la industria alimentaria (IA). El tercer 
objetivo hace referencia a garantizar una vida sana y promover el bienestar 
de los ciudadanos independientemente de la edad. Ante este objetivo, el 
sector plantea la elaboración de productos para nuevos segmentos y nichos 
de consumidores específicos. En segundo lugar, el doceavo objetivo, 
relacionado con el consumo y la producción responsable, busca, en ambos 
casos, garantizar patrones sostenibles. En este caso la IA busca la gestión 
eficiente y responsable de la cadena de suministro, la gestión del desperdicio 
y la revalorización de subproductos, orientando el sector hacia la economía 
circular. 
De esta manera, el desperdicio se ha convertido en uno de los retos 
centrales de la UE a abordar en los próximos años (Hernández San Juan, 
2018). Actualmente, ya se dispone de algunas medidas validadas para hacer 
frente a dicho problema. Entre ellas, una de las más estudiadas por las 
empresas es la valorización y reciclaje. Dentro de este campo, se puede 
hablar del desarrollo de piensos y productos para alimentación animal, 
desarrollo de nuevos fertilizantes, el uso para la obtención de biogás y 
biometano y por último el desarrollo de nuevos productos alimentarios a partir 
de materiales excedentes, en general mediante la recuperación de 
compuestos de interés para un uso posterior como ingredientes o aditivos 




En la actualidad, hay un elevado número de estudios realizados a partir de 
diferentes residuos que corroboran que los excedentes generados del proceso 
productivo poseen una composición nutricional de interés y que presentan un 
amplio potencial de explotación (Carmona, 2013; Guillén, 2014; Joglar, 2016; 
Rojas Vergara, 2017; Andrés Mora, 2019).  En la mayoría de los casos, se 
puede destacar la concentración de compuestos bioactivos de interés tales 
como antioxidantes y péptidos antimicrobianos, entre otros. 
En los últimos años, las nuevas mentalidades de consumo, el incremento 
de ciertas patologías (alergias, intolerancias…) y la preocupación 
generalizada por un correcto mantenimiento de la salud han definido las 
tendencias a seguir en el desarrollo de nuevos alimentos. En este sentido,  las 
bebidas de origen vegetal se han establecido como una alternativa a las 
bebidas lácteas. Las más comercializadas son: las bebidas de avena, arroz, 
soja, almendra y coco (Dávila de Campagnaro, 2017; Fuentes Cuiñas, 2019), 
siendo las cuatro primeras las más consumidas en el mercado español. El 
incremento en su consumo ha contribuido a que adquieran una mayor cuota 
de mercado. Los datos extraídos de MAPAMA apoyan esta tendencia, siendo 
el volumen (L) de consumo a nivel nacional en 2017 de 226104,33 y en 2019 
de 228565,57 L. En España, las zonas con mayor consumo son el este y el 
noreste (MAPAMA, 2017a). Unido al consumo y, en consecuencia, a una 
mayor producción, se generan una gran cantidad de residuos, estimados en 
un 28 - 35% de extracto seco de la materia prima de partida, los cuales, 
generalmente, se destinan al consumo animal.  
No obstante, los residuos generados en la elaboración de las bebidas aún 
conservan un perfil nutricional de interés, lo cual los convierte en materia de 
revalorización y aprovechamiento. Entre algunas empresas del sector ya ha 
surgido la iniciativa de convertir estos residuos en ingredientes alimentarios 
altamente funcionales utilizables en múltiples categorías, desde harinas, 
sopas y salsas hasta productos cárnicos. Un claro ejemplo de ello es la 
empresa estadounidense Renewal Mill especializada en la revalorización de 
residuos de bebidas vegetales, la cual ha creado una harina a base de los 
restos de pulpa de la bebida vegetal de avena (Revista Énfasis Alimentación, 
2020). 
Paralelamente, los estudios sobre microorganismos probióticos y su efecto 
en la salud han ganado relevancia. Se entiende por probiótico aquel 
microorganismo vivo que, administrado en cantidades adecuadas, confiere un 
beneficio a la salud del consumidor. Se pueden incorporar a la formulación de 
diferentes tipos de productos: alimentos, medicamentos y suplementos 
dietéticos. Actualmente, los géneros más estudiados son Bifidobacterium y 
Lactobacillus (Guarner et al., 2011; Olveira y González-Molero, 2016). 
La especie Lactobacillus salivarius spp salivarius, tiene un gran interés 
como especie probiótica, puesto que cumple con los principales requisitos y 
propiedades de un probiótico eficaz (Neville y O’Toole 2010; Messaoudi et al. 
2013). Entre estas propiedades cabe destacar la capacidad de sobrevivir a las 
condiciones presentes en el estómago y en el intestino delgado y a su vez ser 
capaz de adherirse y colonizar la mucosa intestinal (Dunne et al., 2001). La 
supervivencia de esta bacteria fue probada mediante ensayos in vitro, 




que simulan las condiciones del tracto gastrointestinal (GIT).  Además, existen 
estudios que demuestran su eficacia en el tratamiento frente a Helicobacter 
pylori (Ryan et al. 2009), así como su contribución a la mejora de la microbiota 
intestinal y parámetros de la respuesta inmune en adultos (Sierra et al., 2010). 
En este contexto surge la presente investigación, cuyo objetivo es el 
estudio de la viabilidad del crecimiento del probiótico Lactobacillius salivarius 
spp salivarius en el residuo del proceso de obtención de la bebida vegetal de 
almendra, en diferentes condiciones. Se evaluará el efecto de la matriz de 
incubación y las altas presiones de homogeneización (HPH) como método de 
encapsulación, sobre el crecimiento del probiótico, su hidrofobicidad y su 
resistencia a condiciones adversas de procesado como el secado por aire 
caliente (SAC) y al proceso de digestión gastrointestinal in vitro. 
 
 




Como materia prima se utilizó residuo del proceso de obtención de la 
bebida vegetal de almendra suministrado por la empresa Liquats Vegetals 
S.A., Barcelona (España). 




Se empleó el microorganismo Lactobacillus salivarius spp. salivarius CECT 
4063 obtenido de la colección española de cultivo (CECT, Valencia, España). 
Las cepas liofilizadas se reconstituyeron siguiendo las indicaciones del 
fabricante. A partir del reconstituido se prepararon una batería de viales que 
se conservaron a -20ºC para trabajar a posteriori. 
 
Determinaciones analíticas  
 
Todas las determinaciones se realizaron, al menos, por triplicado. 
 
Actividad de agua. Se determinó en las muestras de bagazo húmedo con 
un higrómetro de punto de rocío Aqualab® CX-2 (Decagon Devices Inc., 
Pullman, WA, USA) con una precisión de ± 0,003 a una temperatura de 25ºC. 
 
pH. Se valoró con un pH-metro digital S20 SevenEasyTM (Mettler Toledo 
Inlab), previamente calibrado con las pertinentes disoluciones tampón a pH 7 
y 4.  
 
Humedad. Se determinó por el método oficial AOAC 950.46 (1997).  Se 
trata de un método gravimétrico indirecto a través del cual se cuantifica la 
pérdida de peso que experimenta la muestra. Se utilizó se utilizó una estufa a 
vacío (Vaciotem, J.P. Selecta, S.A., Barcelona, España) a 60ºC (presión < 133 





Sólidos soluble totales. Los sólidos solubles totales  (SST) se calcularon 
mediante la determinación de los ºBrix empleando un refractómetro (ABBE 
ATAGO, NAR T3, Japón) a una temperatura de 20ºC.  
 
Contenido en grasa. La determinación del contenido en grasa del bagazo 
se realizó por extracción en Soxhlet con éter de petróleo según el método 
991.36 de la AOAC (1997). 
Se pesaron, aproximadamente, entre 4 – 5 g de muestra liofilizada que se 
introdujeron en un cartucho de extracción de celulosa Albet® 900 (Filalbet, 
Barcelona, España) de dimensiones 22 x 80 mm. Este cartucho se colocó en 
la cámara de extracción del equipo Soxhlet, y se adicionó el éter de petróleo.  
El montaje constaba de un refrigerador compacto, minichiller 280 OLÉ 
(Huber, Offenburg, AG) y un extractor SoxtecTM 2055 (FOSS, 
Slangerupgade, Denmark), el cual estaba acoplado a una copa de extracción 
de aluminio, totalmente limpio, seco y previamente pesado, donde se recogió 
la grasa. 
Terminado el proceso de extracción se introdujeron los recipientes 
metálicos en una estufa a 103 ± 2 ºC durante 30 min. Seguidamente se 
atemperaron en un desecador hasta temperatura ambiente y se pesaron en 
una balanza analítica. 
 
Color. El color del bagazo se determinó a partir del espectro de reflexión 
obtenido con un espectrofotómetro de color CM – 3600d (KONIKA MINOLTA, 
Osaka, Japón), tomando como referencia el iluminante D65 y el observador 
10º.  
Para su medida, las muestras se colocaron en cubetas de plástico de 25 
mL de capacidad y 2 cm de espesor. 
A partir de las coordenadas colorimétricas del sistema CIEL*a*b* (1976), 
L* (luminosidad), a* (desviación hacia el rojo y el verde) y b* (desviación hacia 
el amarillo y el azul) obtenidas, se determinaron las coordenadas 
psicométricas, también conocidas como atributos de color, tono (h*ab) y croma 
(C*ab). 
 
Tamaño de partícula. El tamaño de partícula del bagazo de almendra se 
determinó empleando el equipo Malvern Mastersizer 2000 (Malvern 
Instruments Limited, Worcestershire, UK) equipado con fuente de luz azul, de 
470 nm de longitud de onda y un rango de medida entre 0,02 – 200 micras. 
Se diluyó una pequeña cantidad de muestra en agua desionizada en la 
celda del difractómetro a agitación moderada hasta una obscuración de 8-9%. 
El índice de refracción y del dispersante fue 1,5 y 1,33, respectivamente. Se 
tomó 0,01 como la absorbancia de las partículas de la nube. 
La distribución de tamaño de partícula se caracterizó por los diámetros 
basados en el volumen (D [4,3]) y en el área (D [3,2]) y por los percentiles 
d(0.1), d(0.5) y d(0.9), los cuales representan los diámetros característicos por 
debajo de los cuales el 10%, 50% y 90% de las partículas se encuentran 





Estudio de la viabilidad del probiótico. Plan experimental 
 
Con la finalidad de evaluar la viabilidad del bagazo de almendra como 
medio de crecimiento de L. salivarius spp. salivarius se ejecutaron tres 
ensayos en diferentes condiciones (Figura 1). A continuación, se explican las 
particularidades de la primera etapa de cada ensayo. 
 
FIGURA 1. Diagrama de flujo de los tres ensayos realizados para el estudio de viabilidad. 
 
En el ENSAYO I (IF) se inoculó el medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS) 
caldo (Scharlab, Barcelona, Spain) con L. salivarius spp. salivarius y se incubó 
durante 24 h a 37ºC. A continuación, se inoculó el bagazo de almendra en 
proporción 1:10 (v/p) y se incubó en estufa durante 24 h a 37 ºC.  
 
En el ENSAYO II (I) se inocularon 2 L de caldo MRS y se incubaron durante 
24 h a 37 ºC en estufa. Pasadas las 24 h, se centrifugó todo el volumen 
durante 15 min, a 8000 rpm y 10 ºC (Beckman Coulter AvantiTM J-25, 
California, United States). Seguidamente, se eliminó el sobrenadante y se 
resuspendieron las células del microorganismo en 100 mL de agua. Las 
proporciones entre el volumen de caldo, de agua de resuspensión y masa de 
bagazo se calcularon para conseguir en el bagazo, antes de la refrigeración, 
la misma concentración de células microbianas que en el ENSAYO I. 
 
En el ENSAYO III (EI) al igual que en el ENSAYO II se inocularon 2 L de 
caldo MRS y tras la incubación, se separaron las células microbianas por 
centrifugación.  A continuación, las células se suspendieron en 100 mL de 
agua y se sometieron al proceso de encapsulación. 
 
En los tres ensayos se realizó el recuento de microorganismos viables 
después de cada una de las etapas, mediante la dilución decimal en agua de 
peptona tamponada (Scharlau Chemie, Barcelona, España) y siembra en 
superficie de placas Petri (ICMSF, 2000) con medio agar MRS (Scharlau 
Chemie, Barcelona, España). Se incubaron en aerobiosis a 37 ºC durante 24 








Secado por aire caliente 
(23h, 50ºC, aw≈0,3)
ENSAYO II (I)




Secado por aire caliente 
(23h, 50ºC, aw≈0,3)
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Encapsulación por HPH 
 
Se siguió el método descrito por Ding y Shah (2009) con las adaptaciones 
realizadas por Calabuig-Jiménez et al. (2019). 
Para la preparación de la emulsión de encapsulación, se mezclaron 25 mL 
de la suspensión del microorganismo, 100 mL de alginato de sodio (3%) 
(Sigma - Aldrich, Steinhein, Germany), 1 mL de Tween 80 (Scharlau, 
Sentmenat, Spain) y 200 mL de aceite comercial de girasol, manteniendo en 
todo momento la agitación.  A continuación, la emulsión se homogenizó a 70 
MPa y en dos pasadas con un homogeneizador Panda Plus Niro Soavi, 
(Parma, Italy). Finalmente, se añadió cloruro cálcico 0,1 M (Sigma – Aldrich, 
Steinheim, Germany), la emulsión se mantuvo durante unas 10-12 h a 4ºC y 
las células microbianas encapsuladas se separaron por centrifugación a 8000 
rpm durante 15 min a 10ºC (Beckman Coulter AvantiTM J-25, California, 
United States). 
Las células microbianas encapsuladas se añadieron al bagazo en una 
proporción 1:10 (p/p). 
La eficiencia de encapsulación se calculó comparando el crecimiento del 
microorganismo antes y después de romper las cápsulas formadas y 
refiriéndolo al crecimiento antes de la encapsulación (ecuación 1). 
La rotura de las cápsulas se realizó manteniéndolas en tampón fosfato a 
pH 7,4 durante 30 min en agitación. 
 
E(%)=
viabilidadcápsulas rotas  - viabilidadencapsulado
viabilidadsin encapsular
                               (1) 
 
 
Secado por aire caliente 
 
El secado por aire caliente (SAC) se realizó en una estufa CLW 750 
(Heratec, Wodzislaw, Polska) con aire a 50ºC hasta alcanzar una actividad de 
agua igual o inferior a 0,3. 
 
Digestión in vitro 
 
Se determinó la viabilidad del microorganismo tras las fases oral, gástrica 
e intestinal de la digestión in vitro de los bagazos obtenidos en los tres 
ensayos antes y después de la etapa de SAC.  
 
Para llevar a cabo la simulación de las diferentes etapas que componen el 
proceso digestivo se siguió la metodología propuesta por Minekus et al. 
(2014). 
A partir de los volúmenes especificados en la tabla 1 para cada solución 
salina, se formularon las disoluciones madre de los fluidos de digestión 
simulados: fase oral, gástrica e intestinal. El ajuste del pH se realizó con NaOH 






TABLA 1. Concentración de las diferentes sales en las disoluciones madre de las fases 
simuladas: oral (SSF), gástrica (SFG) e intestinal (SIF). En la tabla también se presentan los 
volúmenes (mL) de cada una de las sales que se deben incorporar para obtener 500 mL de 
las disoluciones SSF, SGF y SIF (Minekus et al., 2014) 
Sal g/L SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7) 
KCl 37,3 15,1 13,8 13,6 
KH2PO4 68 3,7 1,8 1,6 
NaHCO3 84 6,8 25 85 
NaCl 117 - 23,6 19,2 
MgCl2(H2O)6 30,5 0,5 0,8 2,2 
(NH4)2CO3 48 0,06 1 - 
CaCl2(H2O)2* 44 0,025 0,005 0,04 
*No se agrega el CaCl2(H2O)2 a los fluidos simulados debido a que puede precipitar. Se agrega 
a la mezcla final de fluido de digestión simulado y alimento. 
 
La preparación de las fases simuladas se realizó añadiendo a las 
disoluciones madre correspondientes las enzimas específicas para cada fase: 
amilasa para SSF, pepsina para SGF y pancreatina y bilis para SIF con la 
correspondiente actividad enzimática. 
En las etapas de la digestión, la fase simulada correspondiente y el 
alimento o bolo alimenticio parcialmente digerido se mezclaron en proporción 
1:1 (p/v). Además, previamente a la mezcla, las muestras secadas por aire 
caliente que habían quedado compactas se trituraron.  
En relación con los tiempos de cada una de las etapas de digestión: la 
etapa oral se prolongó 2 min a pH 7. La etapa gástrica se mantuvo durante 2 
h a 37 ºC en agitación constante. Cabe recalcar que se comprobó el pH 
transcurrida 1h, y se ajustó con NaOH 1M o HCl 6M a un valor de 3. Por último, 
la etapa intestinal también se mantuvo 2h a 37 ºC en agitación constante. 
Pasada la hora de incubación se comprobó el pH y se ajustó a 7. 
 
Estudio de la hidrofobicidad del probiótico 
 
Se evaluó la hidrofobicidad del probiótico en las muestras de bagazo antes 
de la refrigeración y al final del proceso, mediante la medición de la afinidad 
por el solvente orgánico n-hexadecano, siguiendo la metodología propuesta 
por Vinderola y Reinheimer (2003) con las pertinentes adaptaciones. 
Con la finalidad de recuperar las células bacterianas, las muestras se 
filtraron a la vez que se lavaban con agua. Tras el proceso de filtración, la 
suspensión de bacterias se centrifugó a 12000 rpm y 5ºC durante 5 min. 
Posteriormente se sometieron a un doble lavado con tampón fosfato (KH2PO4) 
50 mM (pH 6,5) y finalmente se resuspendieron en el mismo tampón. 
Esta suspensión celular se ajustó a una absorbancia próxima a 1, a una 
longitud de onda de 560 nm. A continuación, se tomaron 3 mL con 0,6 mL de 
n- hexadecano (Scharlab, Barcelona, Spain ) y se agitaron en el vórtex durante 
120 s. Tras la separación de fases a 37ºC se midió la absorbancia a 560 nm 









donde: A0 = absorbancia antes de añadir el n – hexadecano; A = absorbancia 
tras añadir el n – hexadecano. 
 
Análisis estadístico   
 
Se realizó un análisis estadístico de los datos mediante el software 
Statgraphics Centurión XVII (Statpoint Technologies, Virginia, US), utilizando 




RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
Propiedades fisicoquímicas de la materia prima 
 
La ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. recoge la 
composición y las principales propiedades fisicoquímicas del bagazo de 
almendra. 
A partir de los datos obtenidos se puede observar que, tras el proceso de 
extracción de la bebida de almendra, aún quedan retenidos en el bagazo una 
parte considerable de macronutrientes. De hecho, si se comparan los valores 
obtenidos con los reportados por la bibliografía para almendras enteras (Yada 
et al., 2011; Yada et al., 2013; de Oliveira Gonçalves et al., 2020), el contenido 
en nutrientes se ha reducido entre un 55% y un 20%, siendo el contenido de 
grasa el que mayor pérdida experimenta y el de fibra el que menos. 
La actividad de agua y la humedad presentan valores altos ya que la 
extracción para la obtención de la bebida de almendra se realiza directamente 
con agua. Estos valores indican que se trata de un producto altamente 
perecedero cuyo contenido en agua y macronutrientes lo hacen muy 
conveniente para el crecimiento microbiano.  
El valor de pH se encuentra un poco por encima del rango de pH en el que 
el microorganismo considerado en este estudio es capaz de crecer, que está 
comprendido entre 2 y 7,4 (Rondón et al., 2008; León de la O et al., 2013). Sin 
embargo, cabe recalcar que el microorganismo es capaz de adaptarse con 
mayor facilidad a pH básicos que pH ácidos. De hecho a pH inferiores a 2 no 
es capaz de sobrevivir más de 60 min (Sanhueza et al., 2015). 
 












0,996 ± 0,001 7,62 ± 0,04 0,002 ± 0 0,8183 ± 0,0022 25,0 ± 0,2 9,9 ± 1,0 5,8 ± 0,5 
aw: actividad del agua; Xss: fracción másica de sólidos solubles; Xw: fracción másica de agua. 
*El contenido de proteína como el de fibra se determinaron teóricamente mediante la aplicación de 
balances de masa y teniendo en cuenta datos bibliográficos de composición de la almendra y de las 
condiciones de extracción utilizadas. 
 
En la gráfica de distribución de tamaño de partícula obtenida  (Figura 2), 




pico que corresponde al tamaño de 120,23 µm . Por otro lado, en función de 
los diámetros característicos se puede determinar que las partículas 




FIGURA 2. Distribución del tamaño de partículas del bagazo de almendra (izq.). 
Características ópticas del bagazo, coordenadas CIE L*a*b* y coordenadas psicrométricas 
(dcha.).  
D[4, 3]:diámetro específico medio basado en el volumen; D[3, 2]: diámetro específico medio basado en 
el área; d(0.1), d(0.5), d(0.9): valor del diámetro de partícula por debajo del cual se encuentran el 10%, 
el 50% y el 90% de las partículas de la distribución.  
 
Respecto a las propiedades ópticas, se puede decir que la muestra 
presenta una luminosidad elevada con un valor próximo a 100, valor máximo 
que puede alcanzar dicho parámetro. En cuanto a las coordenadas a* y b* 
muestran un color de la muestra dirigido hacia los rojos y los amarillos, y un 
nivel bajo de saturación (C*). 
 
Efecto de las condiciones del medio sobre el crecimiento del 
microorganismo. Impacto del secado e influencia de la encapsulación 
 
En el estudio de la viabilidad del probiótico se evaluó la capacidad del 
microorganismo para utilizar el bagazo de almendra como medio de 
crecimiento. Tal y como se ha explicado en el apartado de materiales y 
métodos, se evaluaron tres procedimientos diferentes de inoculación. 
En el ensayo EI se utilizó la encapsulación, una tecnología que 
actualmente se emplea para la envoltura de materiales sólidos, líquidos o 
gaseosos en pequeñas cápsulas, permitiendo de esta manera controlar la 
interacción del material interior de la cápsula, con el medio circundante  
(Champagne y Fustier, 2007; Luján Jiménez, 2010). Esta técnica permite la  
protección de un amplio rango de compuestos bioactivos de interés, desde 
pequeñas moléculas y proteínas (enzimas, hormonas…) hasta células 
bacterianas (Thies, 2005). 
Hay numerosas industrias que aplican este tipo de técnicas. En la industria 






































Coordenadas CIE L*a*b* Coordenadas psicrométricas 
L* a* b* C* h 
83,69 ± 0,19 0,71 ± 0,02 8,14 ± 0,14 8,17 ± 0,14 85,04 ± 0,23 
 
      
Diámetros específicos 
D [4, 3] 121 ± 3 
D [3, 2] 46,4 ± 1,4 
d (0.1) 39,0 ± 0,8 
d (0.5) 105 ± 3 





compuestos bioactivos con el medio evitando posibles degradaciones, para 
controlar la liberación del compuesto protegiéndolo y consiguiendo que llegue 
al órgano diana donde ejerce su efecto, como protección frente a tratamientos 
térmicos,  para enmascarar sabores y  para diluir el compuesto, por falta de 
solubilidad en el medio o debido a que debe ser incorporado en pequeñas 
cantidades (Shahidi y Han, 1993). 
Para realizar la encapsulación de forma adecuada se deben tener en 
cuenta varios aspectos. La selección del material de recubrimiento es el paso 
más importante, para lo cual se precisa tener en cuenta qué se va a 
encapsular. En el caso de probióticos, un elevado número de sustancias han 
sido testadas como material encapsulante. Sin embargo, el uso de 
polisacáridos solubles en agua se ha incrementado debido a que los 
encapsulados resultantes presentan mejores características (Rodrigues et al. 
2020). Estudios realizados por Avila-Reyes et al. (2014), Hadzieva et al. 
(2017) y Qi et al. (2020) muestran que la pectina, la goma arábiga y los 
alginatos son materiales encapsulantes adecuados para bacterias del género 
Lactobacillus. Específicamente, para la especie L. salivarius spp salivarius,  
Betoret et al. (2019) muestran en su estudio que el alginato de sodio es un 
buen encapsulante debido a la eficiencia de encapsulación así como al 
incremento en la viabilidad del microorganismo conseguida con el mismo, 
razón por la cual se eligió como encapsulante en el presente estudio. 
Respecto al método de encapsulación se elige de acuerdo con la 
aplicación requerida, el tamaño de cápsula deseado, el material a encapsular, 
el costo y las propiedades físicas y químicas del recubrimiento (Pérez-Leonard 
et al., 2013). Entre las técnicas más utilizadas se encuentran la extrusión y el 
secado por aspersión (Vinceković et al., 2017; Mota et al., 2018). En este caso 
y con la finalidad de evitar calentamientos excesivos, pero permitir la 
producción en continuo en la posible aplicación industrial, se seleccionó la 
homogenización por altas presiones (HPH). 
En la tabla 3 se presentan los valores de crecimiento del probiótico en el 
bagazo en las tres condiciones evaluadas, y la variación provocada por la 
operación de secado respecto a BF1 y BF2.   
 
TABLA 3.Viabilidad del microorganismo (log UFC/g) en las distintas etapas del proceso. 







F 9,1 ± 0,3e 8,9 ± 0,2d 8,7 ± 0,3d 7,8 ± 0,3ab -0,12 -0,10 
I 9,2 ± 0,2e 8,2 ± 0,2c 8,2 ± 0,2c 7,6 ± 0,3ab -0,07 -0,08 
EI 9,1 ± 0,3e 8,0 ± 0,6b 7,8 ± 0,3ab 7,7 ± 0,5a -0,03 -0,01 
F: procedimiento experimental con fermentación 
I: procedimiento experimental con separación de células e incorporación 
EI: procedimiento experimental con separación de células, encapsulación con HPH e incorporación 
BF: bagazo fresco 
BS: bagazo seco 
1: antes de refrigerar 
2: tras 24 h en refrigeración 
abc…Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas con un nivel de confianza del 





En la figura 3 se puede observar la pérdida de viabilidad asociada a cada 
una de las etapas del proceso respecto a la fase anterior. 
 
 
FIGURA 3. Pérdida de viabilidad de microorganismo tras cada etapa del proceso. BF1 
respecto a MRS, BF2 respecto a BF1 y BS respecto a BF2. 
 
Analizando los datos de la tabla y la figura conjuntamente, se puede 
apreciar como en los tres casos se parte de una concentración en el medio de 
cultivo MRS de referencia, similar. Sin embargo, al realizar la inoculación de 
la materia prima BF1 se observa un descenso en la concentración siendo más 
notorio en el ensayo EI y mínima en el ensayo F. Este hecho pone de 
manifiesto la idoneidad del bagazo como medio para el crecimiento de la 
bacteria considerada. A pesar de la desviación del pH respecto al pH óptimo, 
el contenido en agua y la riqueza en nutrientes hacen posible la fermentación, 
alcanzándose después de 24 h de incubación, un contenido en Lactobacillus 
muy similar al alcanzado en el medio MRS de referencia.  
El mayor descenso observado en los otros dos ensayos se puede atribuir 
al procedimiento experimental. 
BF2 muestra el contenido en microorganismos tras la refrigeración a 4ºC 
durante 24 h del bagazo BF1. En esta etapa no se observaron diferencias 
significativas para ninguna de las condiciones ensayadas respecto a la fase 
anterior; la temperatura es un parámetro crítico para el crecimiento de 
microorganismos, los procesos de refrigeración a temperaturas de 4 ºC, 
generalmente provocan que el microorganismo entre en una fase de latencia 
con ausencia de replicación, estabilizándose su concentración (Bernal Castro 
et al., 2017).  
 Finalmente, el contenido en microorganismos en las muestras BS está 
condicionado por el efecto del SAC sobre la viabilidad de las células. Diversos 
son los estudios que indican que los procesos de secado por aire caliente en 
torno a los 40 – 60 ºC afectan negativamente la viabilidad de microorganismos 
con efecto probiótico. Martín Lajara (2017)en su estudio con snacks de 
manzanas impregnados con L. salivarius spp salivarius indicaba como el 
secado por aire cailente no contribuye a una estabilización del 
microorganismo, al contrario, una temperatura de 40 ºC provocó un descenso 























Puede observarse que, tras someter las muestras al SAC a 50 ºC, la 
concentración de microorganismo experimentó un descenso considerable 
respecto al tratamiento anterior (BF2), sobre todo en los ensayos F e I. Sin 
embargo, en el ensayo EI la pérdida de viabilidad fue mínima y posiblemente 
asociada a la baja eficiencia de encapsulación que se consiguió en el presente 
ensayo (entre el 55 y el 57%). No obstante, fue suficiente para poner de 
manifiesto que la operación de encapsulación protege las células de las altas 
temperaturas aplicadas en la operación de SAC. Este resultado concuerda 
con el obtenido por Betoret et al. (2019) en el que la encapsulación contribuyó 
a conservar la viabilidad del microorganismo durante el procesado y 
almacenamiento de un snack de manzana inoculado con Lactobacillus 
salivarius spp. salivarius. Además, cabe destacar que la encapsulación por 
altas presiones de homogeneización (HPH) con rangos de presión 
comprendidos entre 60 y 100 MPa, puede incrementar la viabilidad de 
probióticos en ciertos productos (Siroli et al., 2020). 
En términos generales podemos decir que, mientras que en BF1 la 
fermentación contribuye a que se mantenga la viabilidad del microorganismo, 
en EI es el proceso de encapsulación el que permite disminuir la pérdida de 
viabilidad. 
 
Efecto de las condiciones de crecimiento sobre la resistencia a la 
digestión gastro-intestinal y la hidrofobicidad del probiótico.  
 
La digestión es un proceso complejo mediante el cual los alimentos 
ingeridos, tras una transformación mecánica y enzimática, se descomponen 
en sustancias químicamente más pequeñas y sencillas, que el cuerpo puede 
utilizar para el crecimiento, mantenimiento celular y como combustible (Andrés 
y García, 2019). 
La desintegración tiene lugar en la boca y el estómago, mientras que la 
digestión enzimática y la posterior absorción tienen lugar en el intestino 
delgado y grueso (Guerra et al., 2012). 
El estudio del proceso digestivo presenta gran relevancia puesto que 
permite obtener información útil acerca de la digestibilidad de los alimentos, 
los cambios estructurales que experimentan, la liberación de nutrientes, la 
absorción de un alimento, el punto de liberación de materiales encapsulados, 
entre otros. Actualmente, existen tanto modelos in vivo como in vitro. 
Los modelos in vivo requieren una gran cantidad de tiempo, una elevada 
dotación económica y presentan restricciones éticas, debido a la 
experimentación con seres vivos. 
Por otro lado, los modelos in vitro, los más utilizados en los últimos años, 
son ensayos realizados en laboratorios, en un entorno y condiciones 
ambientales controladas, fuera del organismo vivo (Rivas Montoya, 2014). Su 
ejecución permite reproducir las condiciones fisiológicas bajo las que tiene 
lugar la digestión humana de un modo flexible y reproducible (Guerra et al., 
2012). Pese a sus limitaciones, es capaz de aportar resultados precisos, en 
un corto periodo de tiempo y más económicamente (Coles et al,, 2005). 
La simulación gastrointestinal en este caso fue llevada a cabo en el 




tres ensayos planteados. La determinación de la viabilidad del 
microorganismo fue determinada al inicio y al final de las fases gástrica (G1 y 
G2) e intestinal (I1 e I2). Con ello se pretendía conocer la variación en la 
viabilidad del microorganismo en función a las condiciones de inoculación, del 
tratamiento térmico experimentado y en función de las particularidades en 
cuanto a pH y enzimas empleadas en cada una de las fases de la digestión 
gastrointestinal.  
Es preciso hacer especial hincapié en las diferencias observadas en las 
matrices de estudio. Por un lado BF, presentaba un carácter más soluble, 
diluyéndose  con facilidad al incorporar los fluidos simulados y permitiendo 
muestrear de forma sencilla, mientras que BS presentaba una forma más 
compacta, la cual tras incorporar los fluidos simulados no se disolvía 
totalmente adoptando una consistencia pastosa lo cual dificultó el muestreo y 
contribuyó a que la muestra no fuese homogénea.  
Los resultados obtenidos a partir de la digestión in vitro, observables en la 
tabla 4, indican que el microorganismo es capaz de sobrevivir a las 
condiciones gastrointestinales experimentadas en todas las condiciones 
estudiadas. Sin embargo, como cabía esperar las concentraciones finales del 
microorganismo son diferentes en función de las condiciones de inoculación 
de cada uno de los ensayos. 
 
TABLA 4. Viabilidad del microorganismo a lo largo del proceso de digestión gastrointestinal 
in vitro (log UFC/g). 
  Inicial G1 G2 I1 I2 
F 
BF 8,9 ± 0,2d 8,0 ± 0,1bc 8,1 ± 0,3bc 7,7 ± 0,7b 10,1 ± 0,2d 
BS 7,8 ± 0,3ab 8,2 ± 0,6c 8,4 ± 0,2cd 8,0 ± 0,5ab 8,2 ± 1,0c 
I 
BF 8,2 ± 0,2c 8,6 ± 0,5d 8,6 ± 0,4d 8,1 ± 0,7ab 10,7 ± 0,2b 
BS 7,7 ± 0,5a 7,5 ± 0,4a 7,6 ± 0,1a 8,0 ± 0,2ab 8,2 ± 0,3a 
EI 
BF 8,0 ± 0,6bc 7,9 ± 0,5b 8,1 ± 0,5bc 8,1 ± 0,6ab 10,7 ± 0,1e 
BS 7,7 ± 0,5a 7,5 ± 0,2a 7,8 ± 0,6ab 8,9 ± 0,5a 9,0 ± 0,4c 
BF: bagazo fresco 
BS: bagazo seco 
G: etapa gástrica 
I: etapa intestinal 
1: al principio (inmediatamente después del cambio de pH) 
2: al final (tras 2 h de digestión) 
abc…Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas con un 
nivel de confianza del 95% (p – valor<0,05). 
 
Si se comparan los resultados iniciales, muestra de partida para las 
digestiones, se puede observar una diferencia de concentración en torno a 
media y una unidad logarítmica entre BF y BS debido al tratamiento térmico 
experimentado por la muestra, que como se comentaba en el anterior 
apartado afecta a la viabilidad del microorganismo disminuyendola. 
En cuanto a G1 se puede observar como en casi todos los casos se 
produce una leve disminución en la concentración del microorganismo, lo cual 
recae principalmente en el descenso del pH, de 6,5 a 3 que experimenta el 
probiótico debido a la incorporación de HCl. La única excepción la presente el 




Mahmoudi et al. (2016) y Escobar-Ramírez et al. (2020) en su estudio acerca 
de otras especies de lactobacilos.  
Al finalizar la fase gástrica (G2) tras las 2 h de incubación que han 
experimentado las muestras, la concentración del microorganismo vuelve a 
aumentar, con la excepción de I-BF que mantiene su concentración. En esta 
situación, tras el tiempo de incubación el microorganismo ha sido capaz de 
adaptarse al cambio de pH, que al estar dentro del rango de crecimiento de L. 
salivarius spp salivarius, no impide el crecimiento del mismo. 
Respecto a I1, el cambio de pH 3 a 7, al igual que en la fase G1 provoca 
una disminución en la concentración del microorganismo en casi todas las 
muestras. No obstante, en la muestra EI - BF se mantiente mientras que en 
las muestras I-BS y EI-BS, en lugar de disminuir la concentración aumenta. 
Con lo cual se puede deducir que el microorganismo se adapta mejor a pH 
cercanos a la basicidad. 
Finalmente, al culminar la fase intestinal (I2) se puede ver como el ensayo 
I presenta un descenso en su concentración siendo más notorio en BS, que 
en BF. Por otro lado, tanto en el ensayo F como EI se ve un incremento en la 
concentración del microorganismo. Entre los dos ensayos, EI presenta valores 
de crecimiento más elevados que F, lo cual puede atribuirse al proceso de 
encapsulación por HPH que contribuye a la protección del probiótico de las 
condiciones adversas del medio circundante, en este caso las variaciones de 
pH experimentadas. Existen estudios, como el realizado por Betoret et al. 
(2019) que demuestra que este tipo de técnicas contribuyen al aumento de la 
viabilidad de las células microbianas.  
La evolución de la viabilidad relativa (contenido en microorganismos 
después de la etapa considerada dividido por el contenido de 
microorganismos antes de iniciar la digestión) de las células microbianas tras 
las diferentes etapas de la digestión gastrointestinal se puede observar en la 
figura 4. En ella se muestra que tanto el ensayo EI tanto en BF como en BS, 
es el que proporciona los valores más elevados de concentración de 
microorganismos al terminar el proceso digestivo, seguido por el ensayo F.  
 
 
FIGURA 4. Evolución relativa del contenido en Lactobacillus salivarius spp. salivarius a lo 
largo del proceso de digestión gastrointestinal en las muestras frescas y secas de cada uno 
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Estos resultados pueden explicarse teniendo en cuenta el efecto protector, 
frente a las condiciones del tracto gastrointestinal, que la encapsulación ejerce 
sobre las células microbianas en el ensayo EI. En el ensayo F, la adaptación 
del microorganismo al medio sólido constituido por el bagazo y el crecimiento 
inicial en el mismo puede haber contribuido a una mayor resistencia de las 
células a las condiciones adversas asociadas al proceso digestivo. En el 
ensayo I en el que no se da ninguna de las circunstancias anteriores la 
resistencia es menor. 
En microorganismos probióticos, la hidrofobicidad celular está 
estrechamente ligada con la capacidad de las diferentes cepas bacterianas de 
adherirse e interactuar con la mucosa intestinal, pudiendo así ejercer su efecto 
(Kos et al., 2003; Savedboworn et al., 2020). En general se acepta que es 
necesario que el microorganismo en cuestión presente una hidrofobicidad ≥ al 
40% para ser considerado como probiótico (Del Re et al., 2000).  
Estudios realizados en el género Lactobacillus indican una hidrofobicidad 
comprendida entre 32 – 70% (Vinderola y Reinheimer, 2003; Sivamaruthi et 
al., 2020; Vijayalakshmi et al., 2020). Concretamente en el estudio realizado 
por Betoret et al. (2017) en el que se habla de la hidrofobicidad del probiótico 
Lactobacillus salivarius spp salivarius incubado en MRS caldo se obtuvieron 
valores del 66,9 %. 
En cuanto a los resultados de hidrofobicidad obtenidos en el presente 
estudio (tabla 5),  el valor obtenido para el microorganismo en caldo MRS no 
llega al valor mínimo necesario. Sin embargo, cabe recalcar que la 
metodología citada en dichos artículos es diferente a la empleada en la 
determinación, puesto que en lugar de utilizar xileno o tolueno se utilizó n-
hexadecano. De igual manera la determinación de la densidad óptica se 
realizó a una longitud de onda diferente. No hay otros indicios que expliquen 
esta discrepancia de resultados. 
 
TABLA 5. Hidrofobicidad de Lactobacillus salivarius spp salivarius en las diferentes 
condiciones ensayadas. Los valores son el resultado promedio de cuatro réplicas. 
Condiciones Hidrofobicidad(%) 
MRS 23,29 ± 0,02a 
F-BF 44,33 ± 0,04c 
F-BS 45,617 ± 0,002c 
I-BS 42,01 ± 0,01b 
EI-BS 45,144 ± 0,011c 
abc…Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas con un 
nivel de confianza del 95% (p – valor<0,05). 
 
Los valores de hidrofobicidad del microorganismo incubado en bagazo sí 
que fueron superiores al 40% requerido para ser denominado como probiótico. 
Resultados superiores fueron obtenidos por Betoret et al. (2017) al cultivar el 
microorganismo y transferirlo al zumo de mandarina como medio de 
incubación.  
El análisis estadístico muestra diferencias significativas entre los valores 
obtenidos. Esta variabilidad muestra, una mayor hidrofobicidad en el ensayo 




Generalmente, la variación en la hidrofobicidad está relacionada con el 
cambio en la estructura de las paredes bacterianas al someter al 
microorganismo a condiciones de estrés tales como variaciones de pH o altas 
temperaturas (en el tratamiento de SAC) entre otras (Remeta et al., 2002). 
El hecho de que F y EI presenten valores más elevados puede asociarse 
a que en el ensayo F, el microorganismo experimenta un proceso de 
adaptación con los consiguientes cambios en su estructura y en el ensayo EI, 
el someter el microorganismo a estrés por las HPH ha contribuido a que se 
adapte mejor a condiciones hidrofóbicas, en ambos casos confiriendo al 
probiótico una mayor hidrofobicidad y en consecuencia una mejor adhesión al 
epitelio intestinal. 
Estudios realizados por Tabanelli et al. (2012) y Betoret et al. (2017) han 
demostrado que el tratamiento a HPH a 50 MPa puede contribuir, en bacterias 
probióticas a mejorar ciertas propiedades funcionales tales como la 
hidrofobicidad, la agregación y la resistencia al estrés biológico, permitiendo 
de esta manera preservar la viabilidad del microorganismo durante el 
almacenamiento y convirtiendo a esta tecnología en una opción a tener en 





Tras el pertinente análisis de resultados se puede concluir que los 
nutrientes de interés tales como proteínas, lípidos y fibra, que conserva el 
bagazo lo convierten en una materia prima de interés para estudios de 
revalorización, en este caso como medio de cultivo para probióticos. 
Respecto a la viabilidad del probiótico, se ve influenciada por los diferentes 
tratamientos a los que se ha sometido el bagazo, siendo el más agresivo el 
SAC. Entre los tres ensayos testados, el ensayo EI es el que mejores 
resultados presenta poniendo de manifiesto que la encapsulación contribuye 
positivamente al mantenimiento en la viabilidad del microorganismo frente a 
las condiciones adversas del SAC. 
Finalmente, los resultados de la digestión in vitro muestran que el 
microorganismo es capaz de sobrevivir a las variaciones del pH 
experimentadas en las diferentes fases de la digestión en los tres ensayos, 
siendo nuevamente el ensayo EI el que proporciona una mayor viabilidad del 
microorganismo al final del proceso digestivo. Sin embargo, respecto a la 
hidrofobicidad, no se puede concluir que el tratamiento por HPH para 
encapsular contribuya a un incremento significativo en la hidrofobicidad del 
microorganismo, puesto que la diferencia con respecto al ensayo F es mínima. 
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